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1 DESCRIPCIÓN DEL PROBLEMA 
 
Los residuos sólidos son los que se originan naturalmente o debido a las 
actividades humanas, por lo cual tienen varias fuentes de generación tales 
como: hogares, mercados, centros educativos, comercios, fábricas, vías 
públicas, restaurantes, hospitales, entre muchos Por sus características 
muchos de ellos son difíciles de asimilar por la naturaleza, especialmente por el 
empleo de procesos químicos y mecánicos complejos en la elaboración de 
subproductos de consumo masivo, convirtiéndose en una gran fuente de 
contaminación, por lo que actualmente se buscan alternativas de usos de estos 
residuos (Garmendia, 2010).  
Entre los residuos sólidos generados en el mundo, cerca del 40 % son 
materiales celulósicos, que en su mayoría, no reciben tratamiento alguno, como 
los pañales desechables (Delfín Alcala & Duran de Bazua, 2011). Los 
productos higiénicos desechables están constituidos básicamente por pulpa de 
madera (43 - 67% en peso) y diferentes tipos de plásticos. Los últimos  
contienen polietileno, polipropileno y alrededor de 10 % en masa de un 
polímero sintético responsable de la gran capacidad de absorción de los fluidos 
corporales, el poliacrilato de sodio, material que se convierte en gel al retener 
de 200 a 300 veces su peso de agua. En este sentido, el componente 
mayoritario en peso de los pañales desechables es la celulosa, este se 
degrada lentamente, lo cual hace que permanezca durante años casi sin 
alteración en los rellenos sanitarios y en otros sitios de disposición final 
(Garmendia, 2010). 
Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen hongos y bacterias, 
aerobios y anaerobios (Aubert, 1988). Sin embargo, en cuanto a la degrada-
ción de pañales desechables la búsqueda se ha enfocado en microorganismos 
basidiomicetos, tal es el caso de (Delfín Alcala & Duran de Bazua, 2011) quie-
nes en México cultivaron el hongo basidiomiceto Pleurotus spp. en pañales 
desechables usados como sustrato. El experimento condujo a resultados pro-
metedores en cuanto a la reducción de masa del sustrato.  
No obstante los reportes de microorganismos basidiomiceto para degradar ce-
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lulosa y residuos provenientes de pañales desechables,  la gran diversidad de 
microorganismos no basidiomicetos por explorar. Razón por la cual el presente 
trabajo pretende evaluar la factibilidad de degradar los sustratos celulósicos 
presente en los pañales desechables, por medio de morfotipos fúngicos, los 
cuales aislados individualmente o en consorcios puedan tener actividad celulo-
































El aumento en la generación de residuos producidos en Colombia durante los 
últimos años, supone que las actividades de producción y consumo están 
incrementando las cantidades de materiales que cada año se devuelven al 
medio, amenazando potencialmente la integridad de los recursos renovables y 
no renovables. Adicionalmente, la variedad de potenciales impactos sobre el 
ambiente, afectan los procesos naturales al dispersar los contaminantes y 
sustancias peligrosas. La naturaleza y dimensión de estos impactos dependen 
de la cantidad y composición de los residuos, así como de los métodos 
adoptados para su manejo. En Colombia, es relevante profundizar el 
conocimiento que se tiene acerca de la biodiversidad microbiana y su función 
en la naturaleza. El deterioro (descomposición) de los materiales celulósicos es 
causado por la actividad metabólica de un número no determinado de hongos, 
organismos que reducen el volumen y el peso de los residuos a tratar (pañales 
desechables). (Rojas Jiménez, Hernadéz, & Blanco, 2011) 
 
La razón de por qué los pañales son difíciles de degradar no tiene nada que ver 
con su uso. Incluso un pañal limpio puede estar por un largo tiempo en un 
vertedero, estos están compuestos en su mayor parte por celulosa y 
hemicelulosa, sustancias que son degradadas por microorganismos    
(Garmendia, 2010). En este proyecto, se buscó utilizar el conocimiento 
biológico sobre los microorganismos, con el fin de aislar y caracterizar la 
actividad enzimática a nivel cualitativo y cuantitativo de hongos que degradaran 
los residuos celulósicos. Este estudio se considera de utilidad ya que los 
microorganismos obtenidos podrían tener potencial para el aprovechamiento de 
la abundante cantidad de residuos sólidos municipales como los son los 
pañales desechables generados en nuestro país y su conversión en productos 
que generen menos impacto para el medio ambiente.  
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La búsqueda de hongos eficientes en la descomposición de residuos celulósi-
cos presentes en los pañales desechables aquí planteada, buscó realizar una 
selección preliminar de hongos degradadores de celulosa, que en proyectos 
posteriores permitieran reducir la masa y el volumen de los pañales desecha-
bles y constituirse en una alternativa viable en relación a la disposición final 
actual en los rellenos sanitarios, disminuyendo el impacto generado al ambien-





















3.1  Objetivo General  
 
Desarrollar una búsqueda preliminar de morfotipos fúngicos con capacidad de 
degradación de sustratos celulósicos provenientes de residuos sólidos asocia-
dos a pañales desechables. 
 
3.2 Objetivos Específico 
 
 Realizar aislamientos preliminares de morfotipos fúngicos con potencial ce-
lulolítico susceptibles de ser aplicados en la degradación de pañales 
desechables 
 Hacer tamizaje cualitativo del potencial celulolítico de los morfotipos 
aislados  
 Evaluar preliminarmente y a nivel cuantitativo la actividad celulolítica de los 












4 MARCO REFERENCIAL 
 
 
4.1 Marco Teórico 
 
4.1.1 Residuos sólidos                                      
 
Los residuos tienen diversas clasificaciones. Existen tres tipos de residuos 
dependiendo del estado físico en el que se encuentren: sólidos, líquidos y 
gaseosos. Esta clasificación se realiza de acuerdo a la forma de manejo 
asociado. 
De acuerdo a su composición física los residuos sólidos se clasifican en (Colón, 
2010): 
 1. Orgánicos: Son los desechos sólidos provenientes de animales y plantas 
sujetos a la descomposición, transformación y en general, a cambios que se 
pueden presentar en la estructura química. 
2. Inorgánicos: Son los desechos provenientes de fuentes minerales, los cuales 
no  sufren descomposición ni cambios químicos. 
Los residuos también son clasificados según su origen, como lo establece 
Conesa, 1997. Que lo determina de acuerdo a la actividad que lo origine. Esa 
clasificación se da por medio del tipo de sector que la genere: 
a) Residenciales o domésticos: normalmente tienen alto contenido de materia 
orgánica. Son los que por su cantidad, calidad, naturaleza, composición y 
volumen son generados por las actividades de la vivienda de los seres 
humanos o en cualquier establecimiento asimilable a éstos. 
b) Comerciales: son los generados en establecimientos comerciales y 
mercantiles tales como almacenes y depósitos. Generalmente presentan altos 
contenidos de papel y cartón. Dentro de esta clasificación se encuentran 
también: 
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 Comerciales de Alimentos: presentan altos contenidos de materia orgá-
nica ya que son producidos por cafeterías, restaurantes, hoteles y plazas 
de Mercado poseen alto volumen de materia orgánica, normalmente de 
tipo vegetal. 
 
c) Industriales: generados por industrias como resultado de los procesos de 
producción, su composición depende del tipo de industria. 
d) Institucionales: son las generadas en establecimientos educativos, 
gubernamentales, militares, carcelarios, religiosos, terminales aéreos, 
terrestres, fluviales o marítimos y edificaciones destinadas a oficinas. 
Normalmente tienen altos contenidos de materia orgánica, papel y cartón. 
e) Especiales: son los producidos en espectáculos o lugares especiales como 
en ferias o en presentaciones deportivas. Generalmente tienen alto contenido 
de papel y cartón. 
f) Barrido de Calles: son el producto del aseo de las calles y avenidas. 
Presentan alto contenido de material inerte y papel. 
g) Lugares Públicos: son los recogidos en parques o zonas de recreación; 
generalmente tienen altos contenidos de papel y cartón. 
De acuerdo al tipo de manejo, se pueden definir dos grupos (Conesa, 1997): 
a) Residuo Peligroso: son residuos que por su naturaleza son inherentemente 
peligrosos de manejar y/o disponer para la salud o el medio ambiente, 
causando muerte o enfermedad. 
b) Residuo Inerte: residuos estables en el tiempo que no produce efectos 
ambientales apreciables al interactuar en el medio ambiente. 
Para el desarrollo del trabajo se van a manejar la clasificación de residuos de 
acuerdo a su estado; que son los sólidos y de su composición física orgánica e 
inorgánica (Colón, 2010). 
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En cualquier parte que se generen los residuos sólidos, independientemente de 
su clasificación; se debe tener en cuenta que se necesita realizar unas 
acciones especiales, que buscan no causar más impactos al ambiente. 
La urbanización y la aglomeración tienen una relación directa con el proceso de 
generación de residuos sólidos, por un lado, la concentración de la población 
hace que los residuos también se concentren y, por otro, los estilos de vida 
urbanos favorecen la mayor generación de desechos no orgánicos, que en 
general no se descomponen y ocupan un mayor volumen de espacio en los 
sitios donde se hace su disposición final (Rodriguez, 2008). 
Al igual que el resto del mundo, en Colombia la producción de residuos es 
consecuencia de las actividades económicas y del diario vivir de la población. 
En Colombia se generan diariamente cerca de 29.000 toneladas de residuos 
sólidos ordinarios, de las cuales, el 40.7% (11.800 toneladas) se producen en 
las cuatro grandes ciudades capitales de Cundinamarca, Antioquia, Valle y 
Atlántico, lo cual evidencia que se está ante un problema de connotaciones 
altamente urbanas, el 75%, es de origen residencial, que es la fuente de donde 
se extrae parcialmente los residuos reciclables por parte de los recuperadores 
(Compes, 2004). 
Los residuos sólidos en Colombia están compuestos principalmente de: parte 
orgánica (65%), el conjunto del plástico, vidrio, papel, cartón, metales, son un 
24 %, el caucho, textiles, escombros, patógenos y peligrosos el 11% restante. 
De esta composición se infiere que nacionalmente el porcentaje reciclable es 




4.1.2 Productos de higiene doméstica 
 
 Los productos de higiene doméstica son aquellos cuya función principal es 
remover la suciedad, desinfectar, aromatizar el ambiente y propender el 
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cuidado de utensilios, objetos, ropas o áreas que posteriormente estarán en 
contacto con el ser humano independiente de su presentación comercial. 
Esta definición no incluye aquellos productos cuya formulación tiene por 
función principal el remover la suciedad, desinfectar y propender el cuidado de 
la maquinaria e instalaciones industriales y comerciales, centros educativos, 




4.1.2.1 Pañales desechables 
 
La composición de los pañales desechables ha cambiado significativamente en 
los últimos años. Las mejoras técnicas han contribuido a producir los pañales 
más pequeños y eficientes. A pesar que todavía tienen los mismos 
componentes, las proporciones de los mismos han variado: en la década de 
1980, el 80-90% de los pañales eran una mezcla de algodón, fibras naturales y 
sintéticas, el polietileno y el polipropileno representaron el resto, también 
incluyen un polímero súper absorbente, poliacrilato de sodio, capaz de 
absorber hasta 500 veces su peso en agua destilada (Juárez, 2007) . 
Porcentajes específicos de cada componente dependen de la marca y el tipo 
de pañal. En la década de 1990, muchas características diferentes se añaden a 
los pañales, por lo que es posible encontrarlos en una variedad de formas, 
tamaños y estilos. Hay pañales con cubiertas externas que se asemejan a 
productos textiles o de plástico, son pañales con un polímero súper absorbente 
mejorado, con cintas de velcro, y también con una cinta especial que detecta la 
humedad. Algunos productores han añadido aloe vera, la protección contra 
microorganismos nocivos e incluso material que brilla en la oscuridad (Juárez, 
2007).  
En los Estados Unidos los pañales desechables tienen una cuota de mercado 
del 96%, así como en Europa y Japón. En América Latina el uso de pañales 
desechables varía enormemente, desde 15% a 75% (Richer, 2007). 
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Los pañales desechables usados son difíciles de degradar dada su 
composición y también la forma en que son generalmente descartados: 
envueltos en una bola, con la tapa de plástico en el exterior y fijados con la 
cinta adhesiva o el cierre de velcro. De esta manera, la celulosa permanece en 
el interior, protegida por una capa resistente al agua no biodegradable. Esta 
película externa complica la degradación del pañal, contribuyendo a su 
permanencia y acumulación en el medio ambiente (Colón, 2010). En Colombia, 
los pañales son generalmente desechados sin tratamiento en los sitios de 
disposición final (vertederos de basura), limitando la gestión de residuos y 
aumentado el problema de la acumulación (Malherbe, 2009). 
Un pañal desechable no utilizado generalmente consiste en (Wessmann, 2011)      
: (1) una membrana permeable a los líquidos que recubre la superficie interior, 
hecha de polipropileno no tejido o polietileno (2) una membrana impermeable 
en la superficie externa hecha de almidón, tela o tejido de goma; (3) un núcleo 
absorbente (material esponjoso de pulpa) formada por un material fibroso 
(celulosa, cáñamo o de materiales sintéticos) encerrado en papel resistente al 
agua; (4) la parte absorbente también contiene un material polímero súper 
absorbente (poliacrilatos de sodio) que tiene una alta capacidad de unión con 
agua, por lo que es posible retener la orina dentro de la parte absorbente. La 
eficiencia de un pañal es altamente dependiente de su capacidad para 
absorber y retener orina; (5) finalmente, un pañal también contiene cantidades 
menores de cintas, elásticos y material adhesivo. La composición típica de un 
pañal desechable para bebés ha sido descrito por (Wessmann, 2011): 36,6% 
de pulpa de pelusa,  30,7%, polipropileno 16%, polietileno de baja densidad 
6,2%, cinta, elástico y adhesivo de 10,5%. Un pañal del bebé usado contendrá 
excrementos formados por las heces y la orina. La cantidad de excrementos 
por pañal se evaluó por primera vez en alrededor de 96 g, pero los resultados 
de una pequeña encuesta y el análisis de cubos demostró que era mucho más 
alto con 192 g de excretas por pañal compuesta en promedio de 18% y 82% 
heces y orina respectivamente (Agency, 2008). Los resultados fueron 
reportados por la cantidad promedio de excretas por pañal (171 g), pero con 
una distribución diferente (6% heces y el 94% de la orina) (Colón, 2010). En la 
actualidad, los pañales no son generalmente recogidos por separado y se 
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desechan como residuos urbanos sólidos para su posterior tratamiento, 
principalmente por la incineración, vertederos (Malherbe, 2009) y, en menor 
medida, por el compostaje (Colón, 2010) o la digestión anaeróbica. Los pañales 
desechables se generan no solo en casas de familia, sino también por las 
instituciones colectivas, como las guarderías o los hospitales de maternidad, lo 
cual es un elemento clave como estrategia para introducir la recolección 
selectiva de los pañales y las alternativas que se utilizan para los tratamientos 
convencionales.  
 
Hay varias alternativas que se han propuesto en estudios ambientales tales 
como: no usar los pañales convencionales y hacer uso de pañales 
biodegradables  que contienen un mayor número de materiales naturales, que 
demandan menor cantidad de materiales de fuentes no renovables, lo que les 
hace menos dañinos con el ambiente. 
 
4.1.2.1.1 Degradación de pañales desechables. 
 
La problemática ambiental que se ha producido en todo el mundo a causa de la 
disposición final que se le da a los pañales desechables, ha despertado 
inquietud en la comunidad científica para buscar soluciones con diversas 
alternativas para mitigar y evitar los efectos nocivos que se generan en el 
ambiente, como lo son: 
 Pañales desechables biodegradación por el hongo Pleurotus 
ostreatus 
 
Esta investigación evaluó la viabilidad de degradar los pañales desechables 
usados por la actividad de los hongos Pleurotus ostreatus, también conocido 
como el hongo ostra. La práctica se ha extendido a la agricultura, comerciando 
la seta, esta capacidad de degradación se ensayó para reducir la masa y el 
volumen de los pañales desechables usados. Se realizaron ensayos de 
laboratorio piloto para estimar la utilidad de diversas variables en el 
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acondicionamiento de los pañales utilizados antes de actuar como sustrato 
para P. ostreatus (Delfín Alcala & Duran de Bazua, 2011). 
 
 Tratamiento de la fracción biodegradable de los pañales 
desechables usados para la co-digestión con residuos de lodo 
activado 
Este tratamiento está destinado a diseñar una solución original para el 
tratamiento de los pañales desechables usados que permiten el reciclaje de 
materiales y la recuperación de energía. Estos pañales deben ser recogidos 
por separado en origen y transportados a una instalación industrial para 
someterse a un tratamiento especial que hace que sea posible separar los 
plásticos y recuperar una fracción biodegradable que se compone 
principalmente de celulosa, la cual genera metano (Torrijos, 2013). 
 
 Reciclaje biológico de pañales para bebé usados en un sistema de 
compostaje a pequeña escala 
 
Esta investigación evaluó la viabilidad del compostaje junto con los desechos 
de jardín, en 200 biorreactores, una mezcla inicial de molduras frescas de 
hierba (55%), hojas secas (10%), hojas frescas (15%) y mantillo (20%) se 
preparó y se caracterizó para lograr una adecuada relación C/N. En los 
reactores seleccionados se añadió 30% (masa) de pañales de bebé usados 
previamente triturados que contenían la orina. El proceso de compostaje duró 
tres meses. Se midieron variables como: temperatura, humedad, pH, nitrógeno, 
producción de CO 2, materia orgánica, relación C/N, volumen y reducción de la 
masa, los cuales fueron registrados periódicamente. El proceso de compostaje 
no se vio afectado por la presencia de pañales. La temperatura se elevó a 60-
70 ° C en la fase termófila inicial, y alcanzó una meseta final del 20-30 ° C. Las 
altas temperaturas iniciales permitieron eliminar los patógenos. El volumen y la 
masa de los sustratos disminuyeron más de 50% al final del proceso. La 
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reducción de la masa para los pañales fue del 87%, y sólo se recuperaron las 
películas de plástico. El compost final tuvo buena calidad excepto por el pH, 
que estuvo un poco por encima del límite establecido para utilizarlos en 
posteriores procesos de nutrición del suelo. (Espinosa-Valdemar, 2014). 
 
4.1.3  Celulosa 
 
La celulosa es un importante constituyente carbonado de las plantas superiores 
y probablemente el compuesto orgánico más abundante en la naturaleza. 
Debido a que gran parte de la vegetación que pasa a formar parte del suelo es 
celulósica, la descomposición de este carbohidrato tiene una importancia muy 
especial en el ciclo biológico del carbono, consecuentemente los 
microorganismos del suelo que catabolizan la hidrólisis del material vegetal (40-
60% de residuos de plantas) influencian el flujo de energía desde éste hasta la 
formación de CO2 y su liberación a la atmósfera. Como las bacterias y hongos 
del suelo son los microorganismos mayormente involucrados en el ciclaje del 
material vegetal, cambios en el número de estos pueden indicar modificaciones 
en el contenido de materia orgánica del suelo. Cuando esto se corrobora con 
otros indicadores ecológicos (biomasa y diversidad de especies encontradas) 
se obtiene información acerca del estado del suelo y su productividad 
(Hendricks, 2008).  
 
Estructuralmente, la celulosa es un carbohidrato compuesto de unidades de 
glucosa unidas en una larga cadena lineal por enlaces β en los átomos de 













Fig.  1Estructura Química de la celulosa (Hendricks, 2008) 
 
 
La celulosa existe en las plantas superiores, en las algas, en muchos tipos de 
hongos y en los quistes de algunos protozoarios. Este polisacárido está 
localizado en la pared celular donde se encuentra como unidades 
submicroscópicas de forma alargada conocidas como micelas. A su vez, estas 
micelas se arreglan en estructuras más grandes, las microfibrillas, las cuales 
están suficientemente empaquetadas para prevenir la penetración no sólo de 
enzimas sino de pequeñas moléculas semejantes al agua (Lynd, 2005) 
  
Una importante característica de la celulosa, relativamente inusual de los 
polisacáridos es su estructura cristalina (Fig. 2), sin embargo, las fibras 
individuales no son puramente cristalinas, lo que genera regiones amorfas 
donde las fibras contienen torceduras y espacios en sus micro fibrillas lo cual 
permite la formación de micro poros y capilares lo suficientemente espaciosos 
para permitir la penetración de moléculas relativamente grandes incluyendo, en 
algunos casos enzimas celuloliticas (Lynd, 2005) 
  
Las micro fibrillas de celulosa están estabilizadas por enlaces de hidrógeno 
intra e intermoleculares y rodeadas por polisacáridos hemicelulósicos (manano 
y xilano) que se unen a la celulosa por puentes de hidrógeno y enlaces 
covalentes, los cuales la hacen extremadamente resistente a la hidrólisis 
química y biológica. Así mismo, las regiones amorfas de la estructura cristalina 
de la celulosa tienen una composición heterogénea caracterizada por una 
variedad de enlaces. Finalmente este arreglo asimétrico que caracteriza las 
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4.1.3.1 Degradación celulosa 
 
 
4.1.3.1.1 Enzimas implicadas en la degradación de la celulosa  
 
 
El mecanismo ampliamente aceptado para explicar la hidrólisis enzimática de la 
celulosa involucra la acción enzimática de tres enzimas: la endo β-1,4 glucana-
sa (β-1,4 glucano glucanohidrolasa), la exo β-1,4 celobiohidrolasa y la β-1,4 
glucosidasa (Zhang, 2006) 
La endo β- 1,4 glucanasa hidroliza aleatoriamente los enlaces β- 1,4 
glucosídicos intramoleculares accesibles de cadenas de celulosa para producir 
oligosacáridos de varias longitudes. La exo β-1,4 celobiohidrolasa cliva los 
extremos no reductores del sustrato generando unidades de celobiosa o 
glucosa y por último la β-1,4 glucosidasa, completa el proceso hidrolítico 
convirtiendo los fragmentos de celobiosa a glucosa o removiendo glucosa 
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Las endoglucanasas actúan al azar sobre los enlaces β- 1,4 glucosídicos y su 
actividad es con frecuencia medida sobre celulosa soluble con alto grado de 
polimerización, como es el caso de la carboximetilcelulosa CMC. La acción de 
las endoglucanasas sobre este sustrato celulósico se caracteriza por la 
disminución de la viscosidad realizando clivajes intramoleculares (Zhang, 
2006). Además la tasa de hidrólisis está condicionada a la habilidad de las 
endoglucanasas para actuar en las regiones amorfas de la matriz cristalina de 
la celulosa y crear nuevos extremos reductores en los cuales las 
exoglucanasas puedan actuar (Malherbe., 2009). 
La medición de la actividad de endoglucanasa puede ser basada en la 
reducción de la viscosidad del sustrato y/o en el incremento de extremos 
reductores que se determinan por técnicas que permitan medir azúcares 
reductores. Sin embargo, la actividad de las exoglucanasas también 
incrementa el número de extremos reductores por lo cual, es recomendable 
que la actividad de las endoglucanasas sea medida por ambos métodos 
(viscosidad y extremos reductores) (Lynd, 2005). 
 
Por otro lado, dicha actividad puede ser fácilmente detectada en medios con 
CMC o celulosa y adición de varios colorantes como el rojo congo, debido a 
que estos son adsorbidos sólo por largas cadenas de polisacáridos. Este 
método es semi-cuantitativo y muy adecuado cuando se requiere procesar un 





4.1.3.1.3 Exoglucanasas  
 
 
Las exoglucanasas clivan los extremos accesibles de la molécula de celulosa 
para liberar glucosa y celobiosa. La celulosa microcristalina es un sustrato 
adecuado para la medición de la actividad por tener un bajo grado de 




La β-glucosidasa hidroliza la celobiosa soluble y otras celodextrinas con un 
grado de polimerización superior a 6 y la posterior producción de glucosa. La 
tasa de hidrólisis disminuye con el incremento en el grado de polimerización del 
sustrato. La actividad de esta enzima también puede ser medida usando 
celobiosa, la cual no es hidrolizada por las endoglucanasas ni exoglucanasas  
(Lynd, 2005). 
 
4.1.3.1.5 Celulasas Totales 
 
El sistema de celulasas está conformado por endoglucanasas, exoglucanasas 
y β- glucosidasas, las cuales hidrolizan sinérgicamente la celulosa cristalina. La 
evaluación de la actividad de las enzimas celulolíticas es con frecuencia 
evaluada usando sustratos insolubles los cuales incluyen: papel filtro Whatman 
Nº1 y celulosa microcristalina. La heterogeneidad de la celulosa insoluble y la 
complejidad del sistema de celulasas causa problemas en la medición de la 
actividad total. Resultados experimentales muestran que la estructura 
heterogénea de la celulosa insoluble induce la disminución en la tasa de 
hidrólisis en corto tiempo (menos de una hora) provocando la desactivación de 




4.1.3.2 Pruebas de rojo congo y iodina para evaluación de actividad 
celulolítica 
 
4.1.3.2.1 Prueba de rojo Congo 
 
Existen diferentes procedimientos utilizados en la identificación y enumeración 
de los microorganismos capaces de utilizar la celulosa; siendo la base de estos 
la hidrólisis de sustratos celulósicos. La utilización de medios líquidos que 
contienen celulosa permiten estimar cualitativa y cuantitativamente los 
microorganismos degradadores, los medios sólidos son generalmente más 
usados pero en estos las colonias de microorganismos que utilizan el sustrato 
son con frecuencia difíciles de diferenciar de otros microorganismos que no lo 
hacen. Teather y Wood en 1982, observaron que el rojo congo podía ser usado 
en los ensayos para evidenciar la hidrólisis de polisacáridos debido a que el 
colorante forma complejos con las moléculas aún no hidrolizadas, facilitando 
así la diferenciación entre microorganismos celulolíticos y no celulolíticos por la 
formación de zonas de aclaramiento alrededor de las colonias (Hendricks, 
2008). 
 
4.1.3.2.2 Prueba de iodina Grams 
 
La tinción de Gram es fundamental a la caracterización fenotípica de 
microorganismos. Este procedimiento es el más utilizado en bacteriología, es 
un procedimiento de tinción complejo y diferenciado. A través de una serie de 
pasos de tinción y decoloración, en este método, las placas con 
carboximetilcelulosa al 0.1% se inundan con yodo de Gram que forma un 
complejo de color negro azulado con celulosa pero no con celulosa hidrolizada, 
dando una zona precisa y definida alrededor de las colonias microbianas 
productoras alrededor de 3 a 5 minutos. Este método es rápido y eficiente; por 
lo tanto, se puede realizar fácilmente para el cribado de un gran número de 
cultivos microbianos de ambas bacterias y hongos. Básicamente el uso de 
yodo de Gram es para la detección de la producción de celulasa por 
microorganismos utilizando en los ensayos de placa. 
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El uso de yodo de Gram mejora notablemente la nitidez de la zona libre, 
haciendo que el proceso para la detección de microorganismos productores de 
celulasa sea fácil, eficiente y rápido. Es un ensayo cualitativo, la mayor ventaja 
radica en su simplicidad, rapidez de ejecución, y la eficacia para el cribado de 
un gran número de microorganisnismos. Además, se evita el uso de productos 
químicos tóxicos (Kasana, 2008). 
  
 
4.1.3.3 Microorganismos Celulolíticos 
 
Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen hongos y bacterias, 
aerobios y anaerobios, mesofílicos y termofílicos que ocupan una variedad de 
habitats (Aubert, 1988).Entre los hongos celulolíticos se destacan: Trichoderma 
reesei, Phanerochaete chrysosporium, Fusarium solani, Penicillum 
funiculosum, Trichoderma koningii, Sporotrix sp., Alternaria sp., Geotrichum sp., 
Rhizoctonia sp., Trametes sp., Paecilomyces sp. , Mucor sp., Cladosporium sp., 
Bulgaria sp., Chaetomium sp., Helotium sp., Aspergillus sp. Las bacterias 
celulolíticas más abundantes y conocidas son las aerobias entra las cuales se 
pueden citar: Cellulomonas sp., Microbispora bispora, Thermomonospora sp. , 
Cytophaga sp., Corynebacterium sp., Vibrio sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., 
Thermobifida sp. Además se encuentran algunos anaerobios como: Acetivibrio 
cellulolyticus, Butirivibrio sp., Bacteroides cellulosolvens, Bacteroides 
succinogenes, Clostridium cellulovorans, Clostridium thermocellum, 
Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens (Lynd, 2005). Entre los 
actinomicetes se destacan: Streptomyces drozdowiczii, Streptomyces 
cellulolyticus, Themomonospora curvata, Thermomonospora chromogena, 





4.2 Marco Legal 
 
Como base de toda la normatividad ambiental se debe establecer la 
Constitución Política de la República de Colombia 1991. Que establece 
en los artículos: 
Artículo 79. Todas las personas tienen derecho a gozar de un ambiente 
sano. La ley garantizará la participación de la comunidad en las 
decisiones que puedan afectarlo.  
Es deber del Estado proteger la diversidad e integridad del ambiente, 
conservar las áreas de especial importancia ecológica y fomentar la 
educación para el logro de estos fines.  
Artículo 80. El Estado planificará el manejo y aprovechamiento de los 
recursos naturales, para garantizar su desarrollo sostenible, su 
conservación, restauración o sustitución.  
Además, deberá prevenir y controlar los factores de deterioro ambiental, 
imponer las sanciones legales y exigir la reparación de los daños 
causados.  
Así mismo, cooperará con otras naciones en la protección de los 
ecosistemas situados en las zonas fronterizas.  
 Proteger los recursos culturales y naturales del país y velar por la 
conservación de un ambiente sano;  
 Contribuir al financiamiento de los gastos e inversiones del Estado 
dentro de conceptos de justicia y equidad. (Constitucion Politica de la 
Republica de Colombia, 1991) 
 
4.2.1 Residuos Sólidos 
 
El marco legal y normativo que enmarca el presente proyecto está 
integrado: 
Política Nacional para la Gestión de Residuos Sólidos emitida en 1998, la cual 
está soportada por la Constitución Nacional, la Ley 99 de 1993 y la Ley 142 de 
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1994 se establecieron tres (3) objetivos específicos que determinan el horizonte 
de las actividades de la gestión en residuos: 
o Minimizar la cantidad de residuos que se generan, 
o Aumentar el aprovechamiento racional de los residuos sólidos y 
o Mejorar los sistemas de eliminación, tratamiento y disposición final de 
los residuos sólidos. 
Hoy las prioridades son diferentes, siendo necesario fortalecer el 
aprovechamiento y valorización de residuos con potencial de recuperación, 
así como instrumentar de forma articulada la gestión hacia la minimización 
en la generación asociada a la producción y al consumo responsable 
(Minambiente, 2011). 
 
4.2.2 Pañales Desechables 
 
 Producto de higiene doméstica:  
La Decisión 706 de 2008 de la Comunidad Andina de Naciones, CAN, 
estableció la Armonización de Legislaciones en Materia de Productos de 
Higiene Doméstica y Productos Absorbentes de Higiene Personal.  
¿Qué es un producto de higiene doméstica?  
La Decisión 706 de 2008 establece en su artículo 2 la definición de producto de 
higiene doméstica de la siguiente manera:  
“Es aquella formulación cuya función principal es remover la suciedad, 
desinfectar, aromatizar el ambiente y propender el cuidado de utensilios, 
objetos, ropas o áreas que posteriormente estarán en contacto con el ser 
humano independiente de su presentación comercial. 
Al cual se deben disponer de una manera segura y herméticamente sellada 
para disponer su posterior tratamiento clasificado por residuo patógeno dentro 





Para el desarrollo del presente trabajo se emplearon procesos metodológicos 
establecidos de acuerdo con lo reportado por (Avellaneda Torres, Guevara 
Pulido, & Torres Rojas, 2014.), (Zambrano & Guevara, 2006) y (Kasana, 2008) 
los cuales fueron adaptados para el proceso específico de la evaluación de 
celulosa proveniente de pañales desechables, como se ilustra a continuación: 
 
Para el cumplimiento del objetivo 1: Se realizaron aislamientos preliminares 
de morfotipos fúngicos con potencial celulolítico susceptibles de ser aplicados 
en la degradación de pañales desechables. 
 
 
5.1 Localización y condiciones de los sustratos 
 
Inicialmente se colectaron los materiales (sustratos) de aislamiento: (papel de 
archivo en la biblioteca de la Universidad Libre sede Bosque popular, rumen de 
vaca fresco proveniente del frigorífico de Chía, pañales con orina de un recién 
nacido, suelo y madera en descomposición de las cercanías a la reserva 
natural Chicaque. 
Como se aprecia en la Tabla 1. se realizaron 3 aislamientos en madera, 2 en 
rumen, 1 en pañal, 1 en papel, y 1 en suelo. En los sustratos madera y rumen, 
se llevaron a cabo asilamientos posteriores, con el fin de obtener una mayor 
cantidad de cepas de estudio, ampliando el rango de investigación. 
Estos sustratos fueron recolectados manualmente y depositados en bolsas de 
polipropileno, que posteriormente fueron llevadas al laboratorio Microbiología 
de la Universidad Libre sede Bosque Popular y mantenidas en conservación a 
































Tabla 1.  Acrónimo de las muestras por cada sustrato, (1,2 y 3 hacen referencia al 
















































Fig.  3  Rumen de vaca.  (R1 y R2)       




Fig.  4  Madera en descomposición cercanías reserva natural Chicaque. (M1, M2 y 
M3) 





Fig.  5  Papel de libros viejos Universidad Libre. (P)   






Fig.  6   Pañales con orina. (N) 
(El Autor) 04-03-2015 













Fig.  7  Suelo cercanías reserva natural Chicaque. (S)                             
  (El Autor) 04-03-2015 
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5.2 Aislamiento, purificación y conservación de morfotipos fúngicos con 
potencial celulolítico 
 
Para el aislamiento de los morfotipos fúngicos de cada uno de los sustratos 
estos fueron cortados en pequeños trozos. Posteriormente se mezclaron 10g 
de cada sustrato con 90 ml de NaCl al 0.85% y se agitaron a 200 rpm a 28 °C 
durante 2 h. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas de cada sustrato 
y se sembraron en el siguiente medio de cultivo: 0,5 g de KH2PO4, 0.2 g de 
MgSO4.7H2O, 0.1 g de NH4NO3, 0,02 g de FeSO4.7H2O, 0,05 g de 
Ca(NO3)2.4H20, 15 g de agar, 10g de carboximetilcelulosa (CMC), extracto de 
levadura 2.5 g por litro de agua destilada con pH 5.0 (Avellaneda Torres, 
Guevara Pulido, & Torres Rojas, 2014.), adicionando 2.5ml/1L de gentamicina y 
2ml/1L  de Cloranfenicol para evitar el crecimiento de bacterias. Los cultivos 
fúngicos se encubaron a 20 °C durante 8 días. Estos procedimientos se 
realizaron por triplicado para cada uno de los sustratos. Por último se realizó el 
conteo total por morfotipo, se purificaron y conservaron las respectivas cepas. 
 
 
Para el cumplimiento del objetivo 2: Se realizó tamizaje cualitativo del 
potencial celulolítico de los morfotipos previamente aislados. 
 
5.3 Determinación cualitativa de la actividad celulolítica 
 
Para la determinación de la actividad celulolítica a nivel cualitativo se realizaron 
los siguientes procedimientos: 
a) Crecimiento en medio CMC (carboximetil celulosa) por 8 días, misma 
composición del medio sólido de aislamiento. 
b) Crecimiento en medio líquido cuya única fuente de carbono fue el pañal 
desechable con orina.  
c) Crecimiento en medio líquido cuya única fuente de carbono fue el pañal 
desechable sin orina. 
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Los dos últimos medios líquidos contenían: 2 g de NaNO3, 1 g de KH2PO4, 0.5 g 
de MgSO4.7H2O, 0,5g   de KCL, 0,1 g de FeSO4.7H2O y 0.1g Tiras de pañal 
(Avellaneda Torres, Guevara Pulido, & Torres Rojas, 2014.), como única fuente 
de carbono, en un litro de agua destilada, esta siembra se realizó  en tubos de 
ensayo incubándolos a temperatura ambiente durante 30 días. Se eligieron los 
hongos con mejor crecimiento de forma intrínseca, (donde  los valores, 0 es no 
creció,  1 poco crecimiento, 2 buen crecimiento y 3 excelente crecimiento), te-
niendo en cuanta el rango X > 2.5 el cual fue designado como buen crecimien-
to. Los procedimientos se realizaron por triplicado. 
 
d) La prueba de rojo congo se realizó mediante la siembra de los hongos en 
placa utilizando medio sólido con carboximetilcelulosa como única fuente 
de carbono, incubándolos a 20 °C durante 8 días. Una vez que las colonias 
crecieron se adicionaron 5ml de rojo congo al 0.1% a la caja petri por 15 
minutos, luego se desechó el excedente y se añadieron 5ml de NaCl 1M 
por otros 15 minutos. Después de desechar el exceso se obrservo los halos 
de hidrólisis para su medición, según lo reportado por (Guevara & 
Zambrano, 2006) (Teather & Wood , 1982). La actividad celulolítica se 
evidenció mediante la evaluación cualitativa con el revelado de zonas de 
aclaramiento utilizando rojo congo al 1% (p/v) como ha sido reportado por 
diferentes autores (Hendricks, 2008); (Zhang, 2006). Se seleccionaron 
subjetivamente los hongos, respecto al tamaño del halo en cm, de acuerdo   
los valores, (0cm halo mínimo,  X > 0.4cm halo medio y  X > 0.9 cm halo 
mayor). 
 
e) También se determinó la actividad celulolítica cualitativamente con lugol 
para  confirmar la acción enzimática y la pureza de la cepa, como ha sido 
reportado por Kasana, 2008. Para la prueba de Iodina de Gram  se 
sembraron los hongos en un medio compuesto de: 5,9 g CMC, 1g   NaNO3, 
1g K2HPO4, 1g KCl, 0.5g MgSO4, 0.5g Extracto de levadura, 1g Glucosa y 
17g Agar  nutritivo en 1L de agua destilada, incubándolos a 20 °C durante 8 
días.  Una vez crecidas las colonias  se adiciono iodina Gram, se dejó 5 
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minutos  en movimiento, posteriormente se descartó el excedente y se 
observo los halos de hidrólisis, donde se tuvo en cuenta un rango  de X > 
0.4 cm de los hongos con capacidad celulolítica (Kasana, 2008).  
Para la elección de los mejores morfotipos fúngicos a nivel cualitativo, se le dio 
una puntuación de 1 a aquellos que tuvieran mejor rendimiento en su 
respectiva prueba. 
 
Para el cumplimiento del objetivo 3: Se evaluó preliminarmente y a nivel 
cuantitativo la actividad celulolítica de los morfotipos seleccionados en el 
tamizaje cualitativo. 
 
5.4 Determinación cuantitativa de la actividad celulolítica 
 
A partir de los resultados obtenidos en la determinación cualitativa de la 
actividad celulolítica se seleccionaron los hongos que presentaron las mayores 
potencialidades celulolíticas y a estos se les determinó la actividad 
endoglucanasa específica y la actividad celulasa total especifica en pañal con 
orina y sin orina.  
Para la determinación de endoglucanasa y celulasa total se hicieron curvas 
patrón a partir de un stock de glucosa de 10g/L, de este se prepararon 
estándares los siguientes seis estándares de glucosa: 0, 0.1, 0.7, 1.5, 2.5, 3.0 
g/L de glucosa. Las curvas de calibración para la determinación de azúcares 
reductores  por el método del Ácido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS) y de proteína por 
Bradford se encuentran en el (ANEXO 1 y 2). 
 
 En la determinación de endoglucanasa específica, se inocularon los 
hongos en 5 ml de medio líquido que contenía (1% de celulosa en polvo 
CMC, 1L de agua destilada, 2 g de NaNO3, 1 g de KH2PO4, 0.5 g de 
MgSO4.7H2O, 0,5g   de KCL y 0,1 g de FeSO4.7H2O) y se incubaron por 
30 días. Posterior se centrifugo a 10000 rpm por 10 minuto, tomando 
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500µl del sobrenadante de la centrifugación los cuales se mezclaron con 
500µl de reactivo CMC 1% P/V (en buffer fosfato pH 5.0). La mezcla se 
incubó a 28 ° C durante 1 hora, se detuvo la reacción refrigerando en la 
nevera durante 10 minutos, luego se tomaron 500µl del sobrenadante y 
500µl de Acido 3.5-Dinitrosalicilico (DNS), se puso en ebullición por 10 
minutos, se enfrió en baño de hielo, en placas de Elisa, se tomó 500µl 
de la solución anterior y se le adiciono 2.5ml  de agua destilada, por úl-
timo  se leyó la absorbancia  a 540nm (Guevara & Zambrano, 2006). 
 
 La actividad de celulasa total especifica en pañal con y sin orina se 
evaluó mediante la inoculación de los hongos en 5ml de medio líquido 
que contenían (0.1g de pañal desechable con y sin orina 
respectivamente, equivalente al 1%, 1L de agua destilada, 2 g de 
NaNO3, 1 g de KH2PO4, 0.5 g de MgSO4.7H2O, 0,5g   de KCL y 0,1 g de 
FeSO4.7H2O). Los cultivos se incubaron sin agitación durante 30 días. 
En el caso de la actividad celulasa especifica se hizo vortex por 5 
minutos, retirando el pañal con y sin orina.  A continuación todos los 
cultivos se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos,  se 
adicionaron 1ml de buffer acetato pH 5.0 y 0.002g de pañal con y sin 
orina según el caso, mas 1ml de sobrenadante. Las respectivas mezclas 
se incubaron a 28 ° C durante 1 hora, se detuvo la reacción refrigerando 
en la nevera durante 10 minutos, luego se tomaron 500µl del 
sobrenadante y 500µl de Acido 3.5-Dinitrosalicilico (DNS), se puso en 
ebullición por 5 minutos, se enfrió en baño de hielo por 10 minutos, en 
placas de Elisa, se tomó 500µl de la solución anterior y se le adiciono 
2.5ml  de agua destilada, por último  se leyó la absorbancia  a 540nm  
(Avellaneda Torres, Guevara Pulido, & Torres Rojas, 2014.), 
 
En los tres casos, el contenido de proteína se determinó por el método de 
Bradford, donde se resuspendió  el precipitado obtenido de la centrifugación 
inicial en 10 ml de NaOH 1M, se puso en ebullición por 10 min, luego a enfriar 
en hielo, posteriormente  se centrifugo a 13.000rpm por 15 minutos, se tomó 
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1ml del sobrenadante y 1ml de NaOH 1M, luego se mezclo 50µl de la solución 
anterior con 2.5ml de reactivo de Bradford, agitándolo en Shacker durante 30 
segundos, se incubo 10 minutos a temperatura ambiente y por último se midió 
la absorbancia a 595 nm, de acuerdo por lo descrito por (Avellaneda Torres, 
Guevara Pulido, & Torres Rojas, 2014.). 
 
Finalmente se analizaron los resultados obtenidos en las fases anteriores con 
miras a identificar los hongos con mayores potencialidades en la degradación 




5.5 Análisis estadístico  
 
El análisis estadístico de los datos fue realizado con pruebas de normalidad  
Shapiro-Wilk, aplicando estadística no paramétrica para el análisis de cada una 
de las tres enzimas, y así mirar si las variables de actividades enzimáticas de 
los hongos (U/mg) eran estadísticamente diferentes (α=0.05), para ello se 

















6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
 
6.1 Aislamiento de morfotipos fúngicos con potencial celulolítico 
 
 
De acuerdo con lo presentado en la Tabla 2 en total se aislaron 30 cepas fúngi-
cas con capacidad para degradar la celulosa en forma de CMC. Se realizó un 
segundo asilamiento de los sustratos  rumen, madera y se adicionó el suelo 
puesto que  en esto dos últimos se hallan  numerosas especies de microorga-


















Tabla 2.  Cantidad de hongos aislados por sustrato (1,2 y 3 hacen referencia al 







Madera 1 2 














Fig.  8 Abundancia total de hongos celulolíticos aislados por sustrato en UFC/g de 
sustrato.  
M1, M2 y M3: Madera, R1 y R 2: Rumen  
(El Autor)  
 
De las cepas aisladas, se evidencia que los sustratos de pañal y rumen de va-
ca presentaron mayor abundancia de morfotipos fúngicos Fig.8, con respecto a 
los demás sustratos, por otro lado la madera y el papel presentaron menor 
abundancia con respecto a los demás sustratos. 
Con respecto a los resultados anteriores, es importante resaltar que el rumen 
es considerado como una fuente potencial para la búsqueda de microorganis-
mos celulolíticos, dado que en el proceso de digestión natural de la vaca, su 
estómago primario (rumen), fermenta y degrada el alimento con alto contenido 
de celulosa y lignocelulosa por acción de microorganismos nativos. Por otra 
parte el cultivo de hongos de rumen no es fácil debido a sus condiciones de 
crecimiento únicos, por lo tanto posee gran cantidad de morfotipos, pero una 
riqueza limitada (Ho y Barr, 2005). El papel en descomposición como sustrato 
no presentó ningún crecimiento de morfotipos fúngicos por lo cual no se tomó 





















En el caso del pañal, según los resultados obtenidos en el laboratorio se evi-
dencia una abundancia media en comparación con el rumen, esto puede de-






Fig.  9 Riqueza de morfotipos fúngicos aislados por sustrato. 
 



































































La riqueza de morfotipos por sustrato Fig. 9, hace referencia al número de es-
pecies fúngicas, demostrando que la madera y el suelo tienen mayor riqueza, 
respecto al rumen y el pañal, que tienen mayor abundancia, pero menor rique-
za de hongos, concluyendo que así que aunque el sustrato sea abundante en 
hongos celulolíticos, no significa que posea una elevada riqueza. Por otro lado 
el sustrato rumen 2 tiene mayor abundancia que el rumen del primer aislamien-
to, puesto que se mejoraron las condiciones de los hongos aislados. 
  
De acuerdo con los resultados obtenidos, la madera naturalmente se somete a 
una descomposición biológica proveniente principalmente de gran variedad de 
hongos celulolíticos, ya que la madera está compuesta de lignocelulosa 
(Eriksson et al., 1990). Por esta razón este sustrato posee gran riqueza de 
morfotipos celulolíticos susceptibles de degradar la celulosa que contiene el 
pañal. 
Como se resaltó anteriormente el suelo se incluyó como sustrato de 
aislamiento, ya que es rico en diversidad microbiana Thoms et al., (2010), lo 
cual es coherente con los resultados obtenidos en el laboratorio. Por último del 
sustrato papel no se aisló ningún morfotipo por lo cual se deduce que no hay 
una elevada presencia de actividad celulolítica si se compara con los otros 
sustratos. 
 
6.2 Tamizaje cualitativo del potencial celulolítico de los morfotipos 
aislados 
 
El tamizaje cualitativo de los morfotipos fúngicos anteriormente aislados, se 
desarrolló mediante el crecimiento en medios con celulosa como única fuente 
de carbono:  
a. Crecimiento en CMC (Carboximetil celulosa): En las Fig.10-11,  se 
aprecia un ejemplo del criterio de selección para el crecimiento de los 
morfotipos fúngicos. Los resultados obtenidos se observan en la 
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Tabla 3  donde se evidencia que de 30 hongos 5 (subrayados de 
color morado) presentaron buen crecimiento, los cuales 
correspondían al asilamiento del sustrato madera, siendo un factor 











Fig.  1-2 Morfotipos fúngicos en medio agar CMC1% (excelente y buen 
crecimiento respectivamente) 






















Tabla 3. Valoración cualitativa crecimiento de 
morfotipos fúngicos en medio agar CMC 1% 
 
HC: Hongo Celulolítico,  
N: Pañal, P: Papel, M: Madera, 










El segundo y tercer criterio de selección de los hongos con mejor capacidad 
celulolítica a nivel cualitativo, fue el crecimiento de estos en medio líquido  
MORFOTIPO CRECIMIENTO 

































Usando el pañal (con orina y sin orina) como única fuente de celulosa durante 
30 días (Fig. 12-13-14).  
 
b. Crecimiento en pañal sin orina: Como se evidencia en la Fig. 12, 
los resultados obtenidos en crecimiento de pañal sin orina, donde de 
30 hongos, 5 sobrepasaron el valor cualitativo 2.5 y 25 estaban por 
debajo de este rango. De esta prueba se seleccionaron los hongos 
HCM5, HCM9, HCM12, HCM14 y HCM15. 
El pañal,  al ser estéril  inicialmente, no posee las condiciones 
óptimas para el crecimiento notable de hongos celulolíticos, en 
comparación con el pañal con orina, al contener sales nutritivas y  
una humedad inicial. 
 
 
Fig.  12 Valoración cualitativa crecimiento de morfotipos fúngicos en pañal sin orina. 




Los resultados anteriores son difícilmente comparables con otros reportes, 
dado el número de trabajos publicados sobre de crecimiento de hongos en 














































































































































dificultades técnicas por  la abundancia de partículas de materia orgánica, que 
se observan y la variabilidad del sustrato (Gilbert et al., 2000) 
c. Crecimiento en pañal con orina: En la Fig. 13 se observan los 
resultados de crecimiento en pañal con orina en donde de 30 
hongos, 10 dieron por encima de 2.5 (valor cualitativo)  y 20 por 
debajo de este. Se evidenció un mayor crecimiento en los hongos 
HCÑ1, HCM3, HCM4, HCM5, HCM6, HCM9, HCM12, HCM13, HCM14 y HCM1. 
Según los resultados obtenidos, los hongos en pañal con orina, 
tuvieron un mejor crecimiento que en el pañal sin orina.  La orina se 
compone principalmente de agua, urea, ácido úrico y sales 
inorgánicas Randall et al., (2016), los cuales podrían haber ayudado 
al crecimiento previo en el pañal con orina.  
Los hongos necesitan estar en condiciones esenciales para un 
crecimiento óptimo y aumentar su actividad de degradación, estos 
incluyen una temperatura ambiente óptima, la presencia de 
materiales nutritivos, y una alta humedad (Chandra y Rustgi, 1998), 
las cuales no contenía el pañal sin orina, previamente al aislamiento. 
 
  
Fig.  13 Valoración cualitativa crecimiento de morfotipos fúngicos en pañal con orina. 









































































































































































Fig.  14 -15. Crecimiento de morfotipos fúngicos  en pañal con orina 










Fig. 16. Crecimiento de morfotipos fúngicos  en pañal sin orina 
(El Autor)  08-04-2015 
 
 
6.2.1 Determinación cualitativa de la actividad celulolítica por rojo congo 
 
 
De acuerdo con lo reportado en la Fig. 17, los resultados de la prueba de rojo 
congo para los hongos evaluados indican que el rango de hidrólisis varió de 0 
cm hasta 1 cm, donde se tuvo en cuenta dos rangos de selección, X > 0.4 cm  
halo medio y X > 0.9 cm mayor halo, y así se eligieron los hongos HCM5, HCM12, 
HCM14, HCM15, HCM16 y  HCM8 ver Fig. 18. 
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Según el estudio realizado por Lu et al., (2005) en el que los diámetros de 
hidrólisis de las cepas asiladas de tallos de flores cultivadas en agar CMC 
incubadas durante 5 días, alcanzaron valores de 0.6 cm, demuestra un buen 
halo de hidrólisis promedio en los hongos seleccionados en el presente estudio. 
Esta observación  con  relación  a  la  variación de la capacidad celulolítica de 
los aislamientos es importante, por cuanto genera la posibilidad de clasificar los 
aislamientos y seleccionar los de mayor capacidad, para un mejor 






Fig.  17 Evaluación cualitativa de actividad celulolítica  de los morfotipos aislados 
mediante el método  de rojo congo.  
































Fig.  3 Zona de aclaramiento en agar CMC 1% (p/v). Método rojo congo 




6.2.2 Determinación cualitativa de la actividad celulolítica por iodina de 
Gram  
 
De acuerdo a lo reportado en la Fig. 19 los resultados de la prueba de iodina 
indican que la amplitud de los halos fluctuó entre 0 cm hasta 0.6 cm, se 
seleccionaron los hongos HCM4, HCM12, HCM14, HCM15, HCM16 y HCM8, ver Fig. 
20. De acuerdo con lo reportado por Kasana (2008) la presencia de un halo 
aparente demuestra la presencia de actividad enzimática a nivel cualitativo, por 
lo cual se tomó esta prueba como  factor de selección de los mejores hongos 






Fig.  19 Evaluación cualitativa de actividad celulolítica  de los morfotipos fúngicos 
según el método del  iodina Gram 













Fig.  4 Zona de aclaramiento en agar CMC 1% (p/v). Método iodina Gram 
























6.2.3 Selección cualitativa de hongos con mejor actividad celulolítica  
 
A partir de las anteriores pruebas cualitativas: 1. Crecimiento en CMC 
(Carboximetil celulosa), 2. Crecimiento en pañal con orina, 3. Crecimiento en 
pañal sin orina, 4. Prueba de rojo congo y 5. Prueba de iodina Gram. Se 
seleccionaron los mejores hongos de cada análisis eligiendo los mejores 
morfotipos fúngicos HCM12, HCM14 y HCM15 ver Tabla 4, los cuales fueron 
aislados del sustrato madera como  los mejores a nivel cualitativo en actividad 
celulolítica. La degradación de celulosa es un proceso complejo realizado 
principalmente por hongos especializados, en este caso como se mencionó 
anteriormente, los hongos de madera presentaron gran riqueza, y una gran 
actividad enzimática de forma experimental  a nivel cualitativo , y así podremos 




Tabla 4. Selección cualitativa final de hongos celulolíticos con mejor capacidad 
enzimática.  
HC: Hongo Celulolítico, N: Pañal, P: Papel, M: Madera, 
 R: Rumen, S: Suelo 
(El Autor) 
MORFOTIPO CMC P. CON ORINA P. SIN ORINA R. CONGO IODINA TOTAL 
              
HCÑ1   1       1 
HCM3   1       1 
HCM4   1     1 2 
HCM5 1 1 1 1   4 
HCM6   1       1 
HCM9   1 1     2 
HCM12 1 1 1 1 1 5 
HCM13 1 1       2 
HCM14 1 1 1 1 1 5 
HCM15 1 1 1 1 1 5 
HCM16       1 1 2 




6.3 Determinación cuantitativa de la actividad celulolítica  
 
Los hongos  seleccionados anteriormente en la evaluación cualitativa, fueron 
seleccionados para la determinación de endoglucanasa específica, celulasa 
total especifica en  pañal con orina y celulasa total especifica en pañal sin ori-
na. El análisis estadístico permitió comparar cada actividad de manera indivi-
dual mostrando diferencias entre los valores de actividad enzimática expresada 
para cada hongo en los sustratos evaluados, todos los valores se presentaron 
con un nivel de significancia de 0,05. 
 
 
6.3.1 Determinación actividad endoglucanasa especifica 
 
En la actividad endoglucanasa específica Fig.21, bajos las condiciones em-
pleadas se destacó el hongo M15, el cual presentó estadísticamente una mayor 
actividad enzimática, donde alcanzó una actividad endoglucanasa específica 
de  0,104 IU/mg proteína. En contraste se observa que en los demás hongos 
tuvieron menor actividad enzimática, donde M12  tiene una actividad de IU/mg 
0,091 y M14 0,087 IU/mg, donde se denotan diferencias significativas entre los 
hongos. A lo largo del proceso evaluado sobresalieron estos morfotipos prove-






Fig.  5 Actividad endoglucanasa especifica (IU/mg proteína), las denominaciones  (a, b 
y c) corresponden a la diferencia estadística en la actividad de cada hongo n=3. 
(El Autor) 
 
Estudios relacionados en sustratos naturales reportan actividades endogluca-
nasa similares como es el caso de Sukumaran et al., (2009) quienes encontra-
ron una actividad de 0.245 IU/mg utilizando el hongo Aspergillus niger MTCC 
7956 con salvado de trigo como sustrato y Aguiar (2008)  quien utilizando ba-
gazo de caña de azúcar pre-tratado reportó en esta misma actividad un valor 
de 0.122 IU/mg. Así mismo se ha reportado actividad endoglucanasa producida 
por hongos celulolíticos de 0.076 UI/mg, 0.063 UI /mg y 0.025 UI /mg en CMC, 
tusa de palma y polvo de celulosa, respectivamente casi 2 veces menor que las 
obtenidas en este estudio Ariffin et al., (2008), indicando estos reportes que los 
resultados obtenidos son satisfactorios.  
 
6.3.2 Determinación celulasa total especifica en pañal  sin orina 
 
En el caso de la celulosa total especifica en pañal sin orina Fig. 22, el nivel más 
alto de actividad lo presentó el hongo M15 con 0,053 IU/mg seguido de 0,045 y 
0,035 IU/mg respetivamente M12 y M14, presentando diferencias estadística-























Fig.  6  Actividad celulasa especifica pañal sin orina (IU/mg proteína), las 
denominaciones  (a, b y c) corresponden a la diferencia estadística en la actividad de 
cada hongo n=3. 
(El Autor) 
 
De acuerdo con los resultados obtenidos en la determinación de celulasa total 
específica, en comparación con  otros estudios, como lo es Ramesh (2016), 
donde se determinó  la celulasa total especifica en hongos que degradan la 
celulosa en tractos gastrointestinales de los rumiantes, usando, CMC y paja de 
arroz como fuente de carbono,  donde los valores oscilaron entre 0.062 IU/mg y 
0.041 IU/mg, y como Jing (2015) quien evaluó la actividad enzimática  en hon-
gos que eran abastecidos del “China General Microbiological Collection Center 
Beijing”, donde  usaban bagazo de caña de azúcar para producir bioetanol,  
con valores de celulosa total entre 0.073 IU/mg y 0.056  IU/mg sustentando la 
gran actividad enzimática de los hongos seleccionados en  el presente estudio 


























6.3.3 Determinación celulasa total especifica en pañal  con orina 
 
Como en las anteriores determinaciones el hongo M15 sobresale en celulosa 
total especifica en pañal con orina Fig. 23 con unidades de 0,051IU/mg y M12, 





Fig.  7 Actividad celulasa especifica pañal con orina (IU/mg proteína), las 
denominaciones  (a, b y c) corresponden a la diferencia estadística en la actividad de 
cada hongo n=3. 
(El Autor) 
 
La variación de la actividad enzimática de cada hongo seleccionado con res-
pecto a Vilches (2002), reporta una actividad celulasa total específica de 0,073 
U/mg a partir del   hongo Aspergillussp., siendo los resultados de este estudio 
menor al mencionado. Sin embargo Vilches (2002), cultivó el hongo en medio 
líquido con papel filtro 0,5% como única fuente de carbono con agitación perió-
dica por lo que las condiciones de trabajo fueron diferentes a las de este estu-
dio, donde se suplió el papel filtro por trozos de pañal con y sin orina respecti-
vamente, por lo cual es reducido el número de estudios asociados a la determi-
nación  de celulasa total especifica en este caso y se hace difícil su compara-























En cuanto a la actividad celulasa total especifica en pañal con y sin orina Fig. 
22-23, no se encontraron diferencias significativas entre las dos enzimas para 
esta actividad, pero sí hubo diferencias estadísticamente significativas entre los 
tres hongos evaluados. 
 
Los resultados de las actividades celulolíticas (endoglucanasa  específica, celu-
lasa total especifica en pañal con orina y celulasa total especifica en pañal con 
orina), mostraron que el hongo M15 presentó en los 3 casos, mayor actividad 
enzimática que los demás, convirtiéndolo en el mejor hongo celulolítico a nivel 
cualitativo y cuantitativo convirtiéndolo así en el más promisorio.   
Estos resultados sugieren la posibilidad de conformar un coctel enzimático o 

















7 CONCLUSIONES  
 
 
Con base  a los resultados expuestos, para las cepas aisladas y evaluadas, se 
puede concluir que: 
 
 Se logró el aislamiento de 30 hongos con capacidad celulolítica en CMC 
1% (p/v) a partir de sustratos potenciales (papel de archivo, pañal, 
madera en descomposición, rumen de vaca y suelo) 
 
 Los sustratos rumen de vaca y pañal  desechable presentaron mayor 
abundancia  de  morfotipos fúngicos  en contraste a la madera y el papel 
que tiene una abundancia inferior. 
 
 La riqueza de morfotipos por sustrato demuestra que la madera y el sue-
lo tienen mayor riqueza y menor abundancia de morfotipos fúngicos, 
respecto al rumen y el pañal, que tienen mayor abundancia, pero menor 
riqueza de hongos. 
 
 En el caso de los hongos en pañal con orina, se evidenció un mayor cre-
cimiento  que en el pañal sin orina, debido a las condiciones ambientales 
esenciales para el crecimiento óptimo y su actividad de degradación. Es-
tos incluyen una temperatura de ambiente óptima, la presencia de mate-
riales nutritivos, y una alta humedad presentes previamente al asilamien-
to en el pañal con orina. 
 
 En la determinación cualitativa por el método de rojo congo e iodina 
Gram se evidenciaron halos de tamaños medios y altos en los hongos 
asilados con respecto a lo reportado por otros autores en la literatura, lo 
cual fue un buen indicador de la potencialidad celulolítica de los hongos 
aislados en el presente trabajo.  
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 Los hongos celulolíticos que presentaron mejor actividad enzimática a 
nivel cualitativo fueron: M12, M14 y M15 lo cual se puede atribuir a la na-
turaleza del sustrato de aislamiento, como lo es mayor riqueza microbia-
na y gran capacidad con respecto a otros estudios evaluados. 
 
 El morfotipo fúngico celulolítico M15 proveniente del sustrato madera, 
presentó la mejor actividad enzimática a nivel cualitativo y cuantitativo, 
convirtiéndolo en el hongo con mayor potencial celulolítico para degradar 
















 Se recomienda evaluar los hongos M12, M14 y M15 en consorcios  para 
la degradación de celulosa de pañal desechable, donde podrían ser 
utilizados con buenas perspectivas en la actividad enzimática de la 
celulosa, por los niveles de actividad específica por proteína 
presentados. 
 Se recomienda evaluar los extractos enzimáticos de los tres hongos 
para la degradación de celulosa de pañales desechables 
 Se recomienda realizar la caracterización molecular de los hongos 
seleccionados. 
 
 Se recomienda tener en cuenta el tamaño de partícula del sustrato, pues 
puede generar inconvenientes en la manipulación y seguimiento del 
asilamiento. 
 Se recomienda realizar el aislamiento y evaluación de microorganismos 
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ANEXO  1. CURVA DE CALIBRACIÓN MÉTODO Acido 
3-5-dinitrosalicilico  
 
      













































































      
 
 
     
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      

























      
      
      
      
 
ANEXO  2. CURVA DE CALIBRACIÓN 
MÉTODO DE BRAFORD 
 
      
      Albúmina de 
Suero Bovina 
BSA (mg/mL) ABS 1 ABS 2 ABS 3 ABS 4 ABS PROMEDIO 
0 0,271 0,268 0,274 0,273 0,272 
0,25 0,341 0,343 0,349 0,349 0,346 
0,5 0,406 0,451 0,416 0,46 0,433 
1 0,624 0,633 0,636 0,648 0,635 
1,4 0,746 0,768 0,754 0,78 0,762 
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